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(54) Title: COMBINATION OF COMPOUNDS THAT INHIBIT THE BIOLOGICAL EFFECTS OF TNF-Ct AND CD95L IN A 
MEDICAMENT 

(54) Bezeichnung: KOMBENATION VON VERBINDUNGEN, WELCHE DIE BIOLOGISCHEN WTRKUNGEN VON TNF-a 
UND CD95L HEMMEN, IN EINEM ARZNEIMITTEL 

<>r . (57) Abstract: The invention relates to medicaments that contain one or more compounds that inhibit the biological effects of TNF-a 
£S CD95L, for example by blocking the binding of said ligands to their natural receptors, thereby blocking signal transduction. The 
00 preferred compounds are neutralizing anti-TNRx antibodies and neutralizing anti-CD95L antibodies. The invention further relates 
to the use of the inventive compounds for preventing or treating strokes or heart attacks. 



(57) Zusammenfassung: Beschrieben werden Arzneimittel, die eine oder mehrere Verbindungen enthalten, welche die biologi- 
schen \Virkungen von TNF-a und CD95L hemmen, beispielsweise dadurch, daB die Bindung dieser Liganden an ihre natiirlichen 
Rezeptoren blockiert wird, und damit eine Signaltransduktion unterbleibt Vorzugsweise handelt es sich bei diesen Verbindungen 
^ urn einen neutralisierenden anti-TNF-a-Anrikorper und einen neutralisierenden anti-CD95L-Antik6rper. Beschrieben wird ferner 
die Verwendung der vorstehenden Verbindungen zur Pravention oder Behandlung eines Schlaganfalls oder Herzinfarkts. 
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KOMBINATION VON VERB I NDUNGEN , WELCHE DIE BIOLOGISCHEN WIRKUNGEN VON TNF- ALPHA 
UND CD9 5L HEMMEN, IN EINEM ARZNEIMITTEL 



5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Arzneimittel , das eine 
oder mehrere Verbindungen enthalt, welche die biologischen 
Wirkungen von TNF-oc und CD95L hemmen, beispielsweise dadurch, 
daS die Bindung dieser Liganden an ihre Rezeptoren blockiert 
wird und damit eine Signaltransduktion unterbleibt. Vorzugs- 
10 weise handelt es sich bei diesen Verbindungen urn einen neutra- 
lisierenden anti-TNF-cc-Antikorper und einen neutralisierenden 
anti-CD95L-Antikorper . Die vorliegende Erfindung betrifft auch 
die Verwendung der vorstehenden Verbindungen zur Prevention 
oder Behandlung eines Schlaganf alls oder Herzinf arkts . 

15 

Der Tod durch Schlaganfall stellt die dritthauf igste Todes- 
ursache in den meisten westlichen Staaten dar. Daruber hinaus 
stehen die durch Schlaganf alle hervorgeruf enen Behinderungen, 
beispielsweise Lahmungen, praktisch an erster Stelle unter den 

20 monokausalen Behinderungen . Die Behandlung des Schlaganf alls 
bestand bisher hauptsachlich in der unterstutzenden Pf lege und 
der Verhinderung von weiteren, dadurch bedingten Komplikatio- 
nen. Die gegenwartigen experimentellen und klinischen Daten 
deuten darauf hin, daS das therapeutische Fenster variabel ist 

25 und auch 6 bis 8 Stunden ubersteigen kann. Dieses variable 
Intervall wird durch die ischamische Penumbra bestimmt. Dabei 
handelt es sich um einen Bereich, der das Zentruin der ischa- 
mischen Lasion upgibt und bis zu dessen Absterben Stunden 
vergehen konnen. Inzwischen haufen sich die Anzeichen dafur, 

30 daS die Neuronen in der ischamischen Penumbra einer Apoptose 
unterliegen. Somit sind die Therapien am meisten erfolgsver- 
sprechend, die auf einer neuroprotektiven Strategie basieren, 
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d.h. auf eine Unterdriickung der Apoptose hinzielen. 

Zwei Mitglieder der Tumornekrosef aktor (TNF) -Familie, CD95 
(auch Fas oder Apol genannt) und der TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1, 
auch p55 oder CD120a genannt) , sind h&uf ig an der Auslosung 
von Apoptose beteiligt. Diese Rezeptoren zeichnen sich durch 
eine homologe zytoplasmatische Aminosauresequenz aus (die 
"Todes-Domane") , die fur die Transduktion des apoptotischen 
Signals von ausschlaggebender Bedeutung ist. Bei den naturli- 
chen Liganden CD95L bzw. TNF handelt es sich urn strukturell 
verwandte Transmembranproteine vom Typ II. Die Bindung des 
trimerisierten Liganden an den Rezeptor fiihrt zur Rekrutierung 
des Proteins FADD ( "Fass-associated death domain", auch MORTl 
genannt) . Nach Rekrutierung von FADD wird Caspase-8 durch 
Selbstspaltung aktiviert und schlieSlich durchlaufen die Zel- 
len durch Aktivierung weiter abwarts liegender Ef f ektor-Caspa- 
sen eine Apoptose. 

Im AnschluS an eine Ischamie im Gehirn wird in der ischami- 
schen Penumbra die Expression von TNF, CD95L und CD95 gestei- 
gert. Die Rolle von TNF bei. mit Gehirn-Ischamie in Zusammen- 
hang stehenden Schadigungen ist dabei aber umstritten, jeden- 
falls resultierte die Verabreichung von TNF vor dem ischa- 
mischen Infarkt in einer signifikant verringerten Infarkt- 
gr66e. Die Rolle von CD95/CD95L scheint eher eindeutig schad- 
lich zu sein. Allerdings war bisher vollkommen unklar, ob 
diese beiden Liganden/Rezeptor-Systeme bei der Induktion der 
Ischamie kooperieren oder gegeneinander arbeiten. Jedenfalls 
gibt es bisher keine zuf riedenstellende Therapie, urn bei ge- 
fahrdeten Personen einer Ischamie im Gehirn bzw. einem Schlag- 
anfall vorbeugen zu konnen oder zumindest die dabei auftreten- 
den Schadigungen verhindern oder wenigstens reduzieren zu 
konnen . 

Somit liegt der vorliegenden Erfindung das technische Problem 
zugrunde, Mittel bereitzustellen, mit denen - beispielsweise 
bei gefahrdeten Personen - einer Ischamie im Gehirn bzw. einem 
Schlaganfall vorgebeugt werden kann und/oder die daber auf- 
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tretenden Schadigungen verhindert Oder reduziert werden kon- 
nen . 

Die Losung dieses technischerx Problems erfolgt durch die Be- 
5 reitstellung der in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
Ausfiihrungsf ormen. 

Es konnte in der vorliegenden Erfindung gezeigt werden, daS 
die beiden Liganden CD95L und TNF in synergistischer Weise den 

10 Zelltod im Anschlufi an Ischamie auslosen. Diese den Zelltod 
fordernde Rolle von CD95L und TNF beruht nicht auf Veranderun- 
gen im Blutglucosegehalt oder hamodynamischen Parametern, die 
einen unspezif ischen neuronalen Schutz zur Verfiigung stellen 
konnten. Aus den Experimenten ergibt sich, da£ CD95L und TNF 

15 sowohl bei der ischamischen als auch der entzundlichen SchSdi- 

■ 

gung des Gehirns eine Rolle spieleri. Bezuglich TNF oder einem 
funktionellen CD95L defiziente Neuronen ( tnf "'"-Neurone bzw. 
gld-Neurone) zeigten einen partiellen Schutz gegemiber dem Tod 
durch Ischamie (Fig. 3a) . Dieser Schutz konnte auch in WT- 

20 Neuronen nachgewiesen werden, in denen TNF und CD95L durch als 
"Koder" eingesetzte Rezeptorproteine dem System entzogen wor- 
den waren , Der Schutz war in> vitro in tnf "''-Neuronen hoher als 
in gld-Neuronen. In der in vivo-Situation zeigten allerdings 
die Inf arktvolumina in tnf" 7 "- und gld-Mausen keinen signifi- 

25 kanten Unterschied. Allerdings wurden Granulozyten zu dem 
ischamischen Bereich in tnf "^-Mausen zu einem geringeren *Aus- 
ma£ im Vergleich zu den gld-Mausen rekrutiert. Die ahnliche 
Potenz von CD95L hinsichtlich der Forderung der ischamischen 
Schadigung kann durch dessen zusatzliche Fahigkeit zur Akti- 

30 vierung der Maschinerie der zytotoxischen Granulozyten erklart 
werden - Granulozyten vermitteln die direkte Zytolyse von 
CD95L+-Zellen . Jedenfalls zeigten CD95L und TNF eine synergi- 
stische Wirkung bei der Schadigung des Hirns nach einem 
Schlaganf all . SchlieJSlich zeigte sich, daS der durch gld-, tnf" 

35 / "- und gld/tnf" /- gezeigte neuronale Schutz (anhand des In- 
f arktvolumens sichtbar gemacht; Fig. lb) zu der Sterblich- 
keitsrate dieser Mause innerhalb des Beobachtungszeitraums 
parallel verlief (Fig. la) . Somit fuhrte die Verringerung der 
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Hirnschadigung zu einer erhShten Uberlebensrate der Tiere. Der 
auffallende bei gld/tnf _/ ~-Mausen beobachtete neuronale Schutz 
zeigt, dafi TNF-CX/TNF-Rezeptor und CD95L/CD95 pharmakologische 
Ziele bei der Pravention/Behandlung des Schlaganf alls dar- 
5 stellen. Heutzutage zielen Strategien hinsichtlich eines neu- 
ronalen Schutzes auf die Auf rechterhaltung der Lebensf ahigkeit 
der ischamischen Neuronen solange bis eine Reperfusion norma- 
lerweise wieder etabliert werden kann. Auf eine zerebrale 
Reperfusion folgt jedoch eine Zerstorung und eine weitere 

10 Ausdehnung der Infarktzone. Somit kann davon ausgegangen wer- 
den, dafi ein Schutz sowohl gegenuber Schaden durch Reperfusion 
als auch ischamischen Zelltod als eine ideale Therapie des 
Schlaganf alls angesehen werden kann. Aufgrund der in der vor- 
liegenden Erfindung erhaltenen Ergebnisse kann davon ausgegan- 

15 gen werden, daS dies dadurch erreicht werden kann/ daS die 
biologische Wirkung von TNF~a und CD95L gehemmt bzw. neutral i- 
siert wird. 

* 

Somit betrifft eine Ausf uhrungsf orm der vorliegenden Erfindung 
20 ein Arzneimittel , das eine oder mehrere Verbindungen enthalt, 
welche die biologischen Wirkungen von TNF-a und CD95L henunen. 

Der hier verwendete Ausdruck "Verbindungen, welche die biolo- 
gischen Wirkungen von TNF-a und CD95L heiranen" betrifft alle 

25 Verbindungen, welche die biologischen Wirkungen von TNF-a und 
CD95L vollstandig oder zumindest wesentlich heinmen bzw. neu- 
tralisieren konnen. Die Wirkung kann beispielsweise darauf 
beruhen, daS die Bindung von TNF-a und CD95L an ihre naturli- 
chen Rezeptoren und somit die dadurch bewirkten Signaluber- 

30 tragungen unterdruckt werden. Dies kann beispielsweise dadurch 
erreicht werden, da& Antikorper verwendet werden, die derart 
entweder an TNF-a selbst oder den TNF-a-Rezeptor binden bzw. 
an CD95L selbst oder CD95, daS die Bindung von TNF-a und CD95L 
an .die Rezeptoren blockiert wird. Auch konnen kleinmolekulare 

35 Substanzen verwendet werden, die mit der Bindung von TNF-a an 
den TNA-a-Rezeptor bzw. mit der Bindung von CD95L an den 
. CD95L-Rezeptor interf erieren. Des weiteren konnen auch Analog- 
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stoffe, beispielsweise des extrazellularen, loslichen Teils 
des Rezeptors oder ein verandertes TNF-a bzw. CD95L, bei- 
spielsweise ein kompetitiver oder nichtkompetitiver Antago- 
nist, verwendet werden, wobei durch die (bevorzugte) Bindung 
5 von TNF-a bzw. CD95L an das Rezeptoranalogon bzw. die (bevor- 
zugte) Bindung des Antagonisten an den naturlichen Rezeptor 
die Bindung des biologisch aktiven TNF-a bzw. CD95L an den 
natiir lichen Rezeptor verringert oder ganz aufgehoben wird. 

10 In einer bevorzugten Aus fiihrungs form des erf indungsgemaEen 

Arzneimittels sind die Verbindungen, welche die Bindung von 
TNF-a und CD95L an ihre naturlichen Rezeptoren verhindern, ein 
neutralisierender anti-TNF-a-Antikorper und ein neutralisie- 
render anti-CD95L-Antikorper oder Fragmente davon, vorzugs- 

15 weise monoclonale Antikorper oder Fragmente davon. 

Verfahren zur Gewinnung solcher Antikorper sind dem Fachmann 
bekannt und umfassen beispielsweise beziiglich polyclonaler 
Antikorper die Verwendung von TNF-a bzw. CD95L oder eines 

20 Fragments davon oder eines von der Aminosauresequenz abgelei- 

teten synthetischen Peptids als Immunogen zur Immunisierung 
geeigneter Tiere und die Gewinnung von Serum. Verfahren zur 
Herstellung monoclonaler Antikorper sind dem Fachmann eben- 
falls bekannt. Dazu werden beispielsweise Zell-Hybride aus 

25 Antikorper produzierenden Zellen und Knochenmark-Tumorzellen 
hergestellt und cloniert. Anschliefiend wird ein Glon selektio- 
niert, der einen Antikorper produziert, der fur TNF-a bzw. 
CD95L spezifisch ist. Dieser Antikdrp'er wird dann hergestellt. 
Beispiele von Zellen, die Antikorper produzieren, sind Milz- 

30 zellen, Lymphknotenzellen, B-Lymphozyten etc.. Beispiele von 
Tieren, die zu diesem Zweck immunisiert werden konnen, sind 
Mause, Ratten, Pferde, Ziegen und Kaninchen. Die Myelomzellen 
lassen sich aus Mausen, Ratten, Menschen oder anderen Quellen 
erhalten. Die Zellfusion kann man beispielsweise aurch das 

35 allgemein bekannte Verfahren von Kohler und Milstein durch- 

y 

fuhren. Die durch Zellfusion erhaltenen Hybridome werden mit- 
' tels TNF-a bzw. CD95L nach dem Enzym-Antikorper-Verf ahren oder 
nach einem ahnlichen Verfahren abgesucht . Clone werden bei- 



< 
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spiel sweise mit dem Grenz-Verdunnungsverf ahren erhalten. Die 
erhaltenen Clone werden BALB/c-Mausen intraperitoneal implan- 
tiert, nach 10 bis 14 Tagen wird der Ascites der Maus entnom- 
men, und der monoclonale Antikorper durch bekannte Verfahren 

■ 

(beispielsweise Ammoniumsulf atf raktionierung, PEG-Fraktionie- 
rung , Ionenaus tauschchromatographie , Gelchromatographie oder 
Af f init&tschromatographie) gereinigt. In dem erf indungsgemaSen 
Arzneimittel kann der gewonnene Antikorper direkt verwendet 
werden oder es kann ein Fragment davon verwendet werden. In 
diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff "Fragment" alle Teile 
des mono clonal en Antikorpers (z.B. Fab-, Fv- oder "single 
chain Fv"-Fragmente) , welche die gleiche Epitopspezif itat wie 
der vollstandige Antikorper aufweisen. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform sind die in dem 
erf indungsgemaSen Arzneimittel enthaltene monoclonale Antikor- 
per aus einem Tier (z.B. Maus) stammende Antikorper,. humani- 
sierte Antikorper oder chimare Antikorper oder Fragmente da- 
von. Chimare, menschlichen Antikorper ahnelnde oder humani- 
sierte Antikorper besitzen eine herabgesetzte potentielle 
Antigenitat, jedoch ist ihre Affinitat gegeniiber dem Ziel 
nicht herabgesetzt . Die Herstellung von chimaren und humani- 
sierten Antikorpern bzw. von den menschlichen Antikorpern 
ahnelnden Antikorpern wurde ausfuhrlich beschrieben (siehe 
beispielsweise Queen et al. ( Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 

* * 

(1989), 10029; und Verhoeyan et al . , Science 239 (1988), 
1534) . Humanisierte Immunglobuline weisen variable Grundge- 
rlistbereiche auf, die im wesentlichen von einem humanen Im- 
munglobulin stammen (mit der Bezeichnung Akzeptor-Immunglobu- 
lin) und die Komplementaritat der determinierenden Bereiche, 
die im wesentlichen von einem nicht-menschlichen Immunglobulin 
(z.B. von der Maus) stammen (mit der Bezeichnung Donor-Immung- 
lobulin) . Die (der) konstante(n) Bereich(e) stammt/ stammen, 
falls vorhanden, auch im wesentlichen von einem menschlichen 
Immunglobulin- Bei der Verabreichung an menschliche Patienten 
bieten die erf indungsgemaSen humanisierten (sowie die mensch- 
lichen) anti-TNF-ct-Antikorper bzw anti-CD95L-Antikorper eine 
Reihe von Vorteilen gegenuber Antikorpern von Mausen oder 



WO 01/41803 PCT/DE00/04371 

7 

anderen Spezies: (a) das menschliche Immunsystem sollte das 
Grundgeriist Oder den konstanten Bereich des humanisierten 
Antikorpers nicht als fremd erkennen und daher sollte die 
Antikorper-Antwort gegen einen solchen injizierten Antikorper 
5 geringer ausfallen als gegen einen vollstandig fremden Maus- 
Antikdrper oder einen partiell fremden chimSren Antikorper; 
(b) da der' Ef f ektorbereich des humanisierten Antikorpers 
menschlich ist, durfte er mit anderen Teilen des menschlichen 
Immunsystems besser interagieren, und (c) injizierte humani- 
10 sierte Antikorper weisen eine Halbwertszeit auf, die im we- 
sentlichen zu der von natttrlich vorkommenden menschlichen 
Antikorpern Equivalent ist, was es erlaubt, kleinere und weni- 
ger haufige Dosen im Vergleich zu Antikorpern anderer Spezies 
zu verabreichen. 

15 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm enthalt das 
erf indungsgemaSe Arzneimittel Verbindungen, die (a) ein TNF-a- 
Antagonist und ein CD95L-Antagonist , (b) ein loslicher TNF-a~ 
Rezeptor und ein loslicher CD95-Rezeptor oder Teile davon oder 
20 (c) Gemische aus einer oder beiden Verbindungen aus (a) und 

(b) sind, Der Fachmann weiS, wie er solche Verbindungen be- 
reitstellen kann. Insbesondere wird auf das deutsche Patent P 
44 12 177 des Anmelders und die Arbeit von Dhein et al . , Na- 
ture 373 (1995) , 438-441 verwiesen. 

25 

Die Verbindungen, welche die. biologische Wirkung von TNF-Ot und 
CD95L neutralisieren, werden gegebenenf alls in Kombination mit 
einem pharmazeutisch vertraglichen Trager verabreicht. Bei- 
spiele fur geeignete Trager sind dem Fachmann bekannt und dazu 

30 gehoren beispielsweise Phosphat-gepuf f erte Salzlosungen, Was- 
ser, Emulsionen, Netzmittel etc.. Die Verabreichung der diese 
Verbindungen enthaltenden Arzneimittel kann oral oder, vor- 
zugsweise, parenteral erfolgen. Zu den Verfahren fur die pa- 
renterale Verabreichung gehoren die topische, intra-arteriel- 

35 le, intramuskulare, subkutane, intramedullare, intra thekale, 
intraventrikulare, intravenose, intraperitoneale oder intrana- 
sale Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird von dem be- 
handelnden Arzt bestimmt und hangt von verschiedenen Faktoren 
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ab, beispielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht 
des Patienten, dem Stadium und AusmaS des Schlaganf alles oder 
Herzinf arkts, der Art der Verabreichung etc.. 

Eine weitere Aus fuhrungs form der vorliegenden Erfindung be- 
trifft die Verwendung der vorstehenden Verbindung (en) , die 
biologische Wirkung von TNF-a und die biologische Wirkung von 
CD95L zu hemmen bzw. zu neutralisieren zur Pravention oder 
Behandlung eines Schlaganf alls oder Herzinf arkts . Bezuglich 
der fur diese Verwendung geeigneten Verbindungen sind alle 
vorstehend beschriebenen Verbindungen geeignet, vorzugsweise 
ein neutralisierender anti-TNF-ot-Antikorper und ein neutrali- 
sierender anti-CD95L-Antikdrper oder Fragmente davon. Beson- 
ders bevorzugt sind monoclonale Antikorper oder Fragmente 
davon, und am meisten bevorzugt sind aus einem Tier stammende 
AntikSrper, humanisierte AntikSrper oder chimare Antikorper 
oder Fragmente davon. In einer alternativen Aus fiihrungs form 
sind die Verbindungen (a) ein TNF-CC-Antagonist und ein CD95L- 
Antagonist, (b) ein loslicher TNF-a-Rezeptor und ein loslicher 
CD95-Rezeptor oder Teile davon oder (c) Gemische aus einer 
oder beiden Verbindungen aus (a) und (b) . Fur die Verwendung 
bei der Prevention oder Behandlung eines Herzinfarkts kann es 
- vor allem in Abhangigkeit von der Schwere des Krankheits- 
bilds - sinnvoll sein, die erf indungsgemaSen Verbindungen noch 
mit thrombolytischen Mitteln zu kombinieren. Geeignete throm- 
bolytische Mittel sind auf dem Fachgebiet bekannt und umfassen 
beispielsweise Acetylsalicylslaure, Nitroglycerin, Cumarin, 
Heparin, Heparinoide, Fibrinolytika etc. 

Erganzend wird betont, daft sich ein erf indungsgemaSes Arznei- 
mittel nicht nur dazu eignet, einer Ischamie im Gehirn bzw. 
einem Schlaganf all oder Herzinfarkt vorzubeugen, und / oder 
die dabei entstehenden Schadigungen zu verhindern oder zu 
reduzieren, sondern auch generell bei neurodegenerativen Er- 
krankungen, wie Alzheimer, Parkinson und Ruckenmark-Trauma, 
verwendet zu werden. 

Die F'iguren zeigen: 
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Ficrur 1: Ischaemische Hirnschadiauncren sind in aid-, tnf und 
ald/ tnf " / "-Mausen verrinaert 

(A) Sterblichkeit (in %) innerhalb von 24 Stunden nach Ver- 
schluS der mittleren zerebralen Arterie (MCA) in Wildtyp- 

5 (n=14), gld- (n=17), tnf-'-- (n=13) und gld/ tnf-'-- (n=15) Mausen. 

(B) Inf arktvolumen nach transienter fokaler Ischaemie in Wild- 
typ- (n=9), gld- (n=8) , tnf" 7 "- (n=7) und gld/ tnf-'-- (n=8) Mau- 
sen. Die Tiere wurden 90 min einem MCA-VerschluS unterworfen 
und wie. beschrieben 24 Stunden reperfundiert . 20 /zm dicke, 

10 . jeweils 400 [im voneinander entfernte koronale Kryostat-Schnit- 
te wurden Silber-gef arbt . Das Inf arktvolumen wurde durch die 
numerische Integration von Bereichen mit deutlicher Blasse 
gegeniiber der Dicke der Schnitte bestimmt. Die Daten sind als 
Mittelwerte ± S.E.M dargestellt. Die Signifikanz wurde durch 

15 Vergleich von gld-, tnf" 7 "- und gld/ tnf " y "-Mausen mit Wildtypmau- 

* 

sen unter Verwendung des "Mann Whitney ' s" -Tests bestimmt 
(P<0,01, P<001 bzw. P<0,001). (C) Die Bildanalyse der regiona- 
len Inf arkthauf igkeiten des kranzf ormigen Bereichs bei Bregma 
-2,3 mm von Wildtyp-, gld-, tnf" /- - und gld/tnf _/ "-Mausen ver- 

20 deutlicht eine relative Aussparung des motorischen und somato- 
sensorischen Cortex und des Striatums in gld-Mausen und des 
gesamten angrenzenden Neocortex, Striatums und Thalamus in tnf" 
/_ -Mausen. In gld/tnf "''"-Mausen war der Hippocampus praktisch 
der einzige betroffene Bereich. MCx: motorischer Cortex; SSCx: 

25 somatosensorischer Cortex; He: Hippocampus; Th: Thalamus; St: 
Striatum. 

Ficrur 2: CD95L und TNF sind in der ischamischen Penumbra in 
der qleichen Zelle lokalisiert 

30 Doppel-Immunf luoreszenzanalyse wurde an Gehirnschnitten von 
Wildtyp-Mausen durchgefuhrt , die einem 90miniitigen MCA-Ver- 
schluS und einer 24stiindigen Reperfusion unterworfen worden 
waren. Zellen in der ischamischen Premubra waren hinsichtlich 
CD95L und TNF positiv (FITC: griin; Cy3 : rot; beide zusammen: 

35 gelb) 

Ficrur 3: Schutz geaeniiber Tod durch Ischamie im in vitro-Mo- 
dell fur einen vaskularen Schlaaanf all . 
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(A) Rinden-Neuronen von Wildtyp-, gld-, tnf"'"- und gld/tnf' 7 "- 
Mausen wurden einem sechsstiindigen Sauerstof f /Glucose-Entzug 
(OGD) und ansteigenden Reperfusions-Perioden (R) unterworfen. 
Der spezifische Tod wurde nach 3, 18. und 24 Stunden Reperfu- 
sion (R) bestimmt . (B) Rinden-Neuronen von Wildtyptieren wur- 
den vor der Induktion von 6 Stunden OGD und 18 Stunden Reper- 
fusion mit CD95-Fc-Proteinen und TNF-R2-Fc-Proteinen (je 20 
ixg) inkubiert? der spezifische Tod wurde am. Ende der Reperfu- 
sionsperiode ermittelt. Die Inkubation mit Kontroll-Immunglo- 
bulin (IgG x ) hatte keine Auswirkung hinsichtiich der Neurotoxi- 
zit&t der Kulturen. Der Zelltod wurde mittels des "Trypanblau- 
Ausschluss"-Verfahrens abgesch&tzt und ist jeweils als Mittel- 
wert ± Standardabweichung (n=3) angegeben. Der spezifische 
Zelltod wurde wie in den nachstehenden Beispielen beschrieben 
berechnet. 

Figur 4: Infiltration des ischamischen Gehirns mit an Entziin- 
rinnasnrozessen beteiliaten Zellen 

Infiltration mit Granulozyten (Gr . Inf iltr . ; A) oder Lymphozy- 
ten (Ly. Inf iltr . ; B) des ischamischen Gehiriis von Wildtyp-, 
gld-, tnf _/ ~- und gld/ tnf " /_ -Mausen (n jeweils = 3) wurde mittels 
Autoimmunradiographie quantif iziert . Gehirnschnitte vom Ge- 
hirn, das einer herdformigen Ischamie unterworfen worden war ( 
90 min MCA-VerschluS und 2 5 Stunden Reperfusion) wurden mit 
primaren Antiseren gegen GR1 (fur Granulozyten) und CD3 (fur 
Lymphozyten) inkubiert. Die Anfarbung wurde mittels Autoradio- 
graphie bestimmt. Entztindliche Infiltrate in der ischamischen 
Hemisphere wurden durch Messung des Bereichs und der optischen 
Dichte (OD) der Infiltrate quantif iziert . Die Ergebnisse sind 
als Mittelwerte ± S.E.M (n=3) dargestellt. 

Figur 5: Inf arktausdehnung und entzundliche Infiltrate des 
ischamischen Gehirns werden durch anti-TNF- und anti-CD95L- 
Antikorper signifikant verringert ■ 
Unbehandelte (n=9; utr) oder mit Antikorpern gegen TNF und 
CD95L (n=8; tr) behandelte Tiere und gld/.tnf _/ "-Tiere (n=8) 
wurden einem 90minutigen MCA-VerschluS und einer 24st\indigen 
Reperfusion unterworfen. Kranzformige Kryostat-Schnitte (Dik- 
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ke: 2 0 jxra; Abstand zueinander jeweils 400 jum) wurden Silber- 
gefarbt. Das Inf arktvolumen wurde durch numerische Integration 
der Bereiche mit deutlicher Blasse mit der Schnittdicke be- 
stimmt. Die Daten. sind als Mittelwerte ± S.E.M dargestellt. 
5 Die Signifikanz wurde durch Vergleich der w tr"- und gld/tnf" ; ~- 
tftause mit "utr"-Mausen unter Verwendung des * Marin Whitney's"- 
Tests (P<0,01 bzw. P<0,0001) ermittelt. (B) Bildanalyse der 
regionalen Inf arkthSuf igkeiten des kranzformigen Schnitts bei 
Bregma -2,3 mm von n utr"-, u tr"- und gld/tnf '''-Mausen ergab 

10 eine relative Aussparung des motorischen und somatbsensori- 
schen Cortex und des Striatums in W tr"-Mausen. Im gld/tnf'"- 
Mclusen war der Hippocampus praktisch der einzige betroffene 
Bereich. MCx:. motorischer' Cortex; SSCx, somatosensorischer 
Cortex; He: Hippocampus; Th: Thalamus; St: Striatum; C: Anzahl 

15 der Granulozyten (Gr . Inf iltr . ) und Lymphozyten (Ly. Inf iltr . ) 

in der ischamischen Hemisphare wurde mittels Autoimmunradio- 
graphie bestimmt. Gehirnschni tte von Tieren, die einer herd- 
formigen Ischamie unterworfen worden waren (90 min MCA-Ver- 
schluS und 24 Stunden Reperfusion) wurden mit primaren Antise- 

20 ren gegen GR1 (fur Granulozyten) und CD3 (fur Lymphozyten) 
inkubiert. Die Anf&rbungen wurden mittels Autoradiographie 
sichtbar gemacht. Entzundliche Infiltrate in der ischamischen 
Hemisphare wurden durch Messung des Bereichs und der optischen 
Dichte (OD) der Infiltrate quantif iziert . Die Daten sind als 

25 Mittelwerte ± S.E.M (n=3) dargestellt. 

Fiour 6: Neutralisation von CD95L und TNF verrinoert die 
Sterblichkeit und verbessert die motorischen Leistunaen der 
Tiere nach Schlaaanfall 

(A) Sterblichkeit (in %) innerhalb von drei Tagen nach MCA- 
VerschluS bei unbehandelten Tieren (n=5; str-utr) oder mit 
anti-TNF- und anti-CD95L-Antikorpern behandelten Tieren (n=10; 
str-utr). (B) ' Haltezeiten auf einem Stab mit einer allmahlich 
ansteigenden Rotationsgeschwindigkeit fur unbehandelte schein- 
operierte (so-utr; n=6) und behandelte Schlaganf all-Tiere 
(str-tr; n=5) . (C) Erste Erfahrungen der u so-utr"~ und M str- 
tr"-Mause hinsichtlich Schwimmen. 



30 



35 
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Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Allgemeine Verfahren 

(A) Ischamisches Tiermodell: In Wildtyp- (n=14) , gld- (n=17) # 
tnf~'~- (n=13) und gld/tnf w ~- (n=15)Mausen, die alle hinsicht- 
lich des Alters (Mittelwert: 100 Tage) und des Gewichts (Mit- 
telwert: 24 g) abgestimmt waren , wurde eine herdformige cere- 
brale Ischamie durch MCA-VerschluS wie von Zea Longa et al . , 
Stroke 2_0 (1989), 84 beschrieben induziert. Ein chirurgischer 
Nylonfaden wurde vom Lumen der geme ins amen Halsschlagader bis 
zur vorderen Cerebralarterie zur Blockierung des Ursprungs fur 
die MCA 90 Minuten geschlungen. Durch Entfernung des Nylonfa- 
dens wurde der Blutflufi wieder hergestellt. Mittels Keta- 
min/ROMPOM (je 150 mg/kg Korpergewicht ) wurde eine tiefe Nar- 
kose durchgefiihrt . Die Tiere wurden unter Narkose gehalten und 
die rektale Temperatur wurde bei bzw. im Bereich von 37°C 
mittels Hitze-erzeugenden Lampen- sowohl wahrend der chirurgi- 
schen Eingriffe als auch des Zeitraums des MCA-Verschlusses 
gehalten. Nach verschiedenen Reperfusionsperioden wurden die 
Tiere erneut tief narkotisiert und durch Abtrennen des Kopfes 
getotet. Zurn Erhalt physiologischer Parameter wurde in die 
rechte Oberschenkelarterie unter andauernder Anasthesie eine 
Kaniile eingefuhrt, der Blutdruck kontinuierlich auf gezeichnet 
und Proben beziiglich des Blut-Gasgehalts und Glucose 15 min 
vor, 1 Stunde nach Beginn und 30 min nach Beendigung des MCA- 
Abschlusses entnommen. Das Geschlecht der Mause variierte je 
nach Verfugbarkeit . Der Ausgang des Infarkts wurde durch das 
Geschlecht der Tiere jedenfalls nicht beeinfluSt. Alle Mause 
hatten einen C57BL/6-Hintergrund, um so die bekannten Unter- 
schiede beziiglich der Empf anglichkeit fur einen Infarkt in 
Abhangigkeit vom jeweiligen Mausestamm zu vermeiden (Connolly 
et al., Neurosurgery 38 (1996), 523). Fur die Behandlungs- 
experimente wurden jeweils 50 /zg anti-CD95L-Antikorper MFL3 
und anti-TNF-Antkorper Vlq entweder i.v. oder i.p. 15 min und 
24 Stunden nach MCA-VerschluS injiziert. 

(B) Messung der Inf arktausdehnung: Die Mause wurden einem MCA- 
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FilamentverschluS fur 90 min unterzogen und es erfolgte wie 
beschrieben eine Reperfusion fur 24 Stunden. Die Vorderhirne 
wurden geschnitten und kranzformige Kryostat-Schnitte (Dicke: 
20. jLtm, jeweils 400 fm voneinander entfernt) wurden Silber- 
5 gefarbt. Kurz zusammengef aSt wurde so vorgegangen: Schnitte 
wurden mit einer Silbernitrat/Lithiumcarbonat-Losung 2 min 
impr&gniert und mit einer Hydrochinon/Formaldehyd-Losung 3 rain 
entwickelt. Gefarbte Schnitte wurden direkt gescannt (MCID-M4 , 
3.0. Das Inf arktvolumen wurde durch numerische Integration des 
10 gescannten Bereichs mit ausgepragter Blasse bestimmt (kor- 

* 

rigiert fur Gehirnodem x Schnittdicke unter Verwendung digita- 
ler Planimetrie (Swanson et al . , J.Cereb.Blood Flow Metab. 10 
(1990), 290)). Alle Daten sind als Mittelwerte ± S.E.M (mitt- 
lere Standardabweichung) angegeben. Die Signifikanz wurde 
15 mittels des MANN-WITHNEY 1 s t~Tests ermittelt . Zur Herstellung 

von Inf arkthauf igkeitskarten wurden die entsprechenden Schnit- 
te gescannt, Infarkte dargestellt und auf eine Maske proji- 
ziert. Die Durchschnittsermittlung erfolgte mit einem "Scion 
Image E 3,b". 

20 

(C) Immunhistochemische Analyse der CD95L- und TNF-Expression 
Kranzformige Kryostat-Schnitte (20 ^tm) von Wildtypmausen, bei 
denen ein 90minutiger MCA-VerschluS und eine 24stiindige Reper- 
fusion durchgeflihrt worden waren, wurden fur eine immunhisto- 

25 chemische Analyse vorbereitet. Die Schnitte wurden mit einem 
monoclonalen AntikSrper gegen CD95L (P62) oder einem monoclo- 
. nalen Antikorper gegen TNF (Hartung) inkubiert. Immunreaktio- 
nen mit CD95L und TNF wurden entweder mit einem sekundaren 
polyclonalen FITC-markierten oder einem sekundaren monoclona- 

30 len Cy3-markier ten Antikorper sichtbar gemacht. 

(D) Nachweis der Infiltration von an Entziindunasprozessen 
beteiliaten Zellen: Kranzformige Kryostat-Schnitte (20 jitm) von 
Wildtyp-, gld-, tnf" 7 "- und gld/ tnf ~ /_ -Mausen, bei denen ein 

35 90minutiger MCA-Verschlufi und eine 24stiindige Reperfusion 

durchgefUhrt worden waren, wurden fur eine Immunautoradiogra- 
phie vorbereitet. Die Schnitte wurden 24' Stunden mit dem mono- 
clonalen Antikorper gegen GR1 (Ly-1) oder einem monoclonalen 
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Antikorper gegen CD3 (Chemicon) inkubiert. Danach wurden die 
Schnitte mit einem 125 I-markierten sekundaren Antikorper inku- 
biert. Das Radioautogramm wurde (zusammen mit einem [ 125 I]- 
Standard-Set) auf einem Kodak "MinRl"-R6ntgenf ilm erstellt 

■ 

5 (Exposition: 21 Tage) . Granulozyten- oder Lymphozyten- Infil- 

tration in der isch&mischen Hemisphere wurden durch Messung 
der optischen Dichte und des Bereichs der Infiltrate mit einem 
Bildanalyse-System bestimmt (MCID) . 

10 (E) Zellkultur und exuerimentelle in vitro-Behandluna: PrimSre 

neuronale Kulturen wurden von fotalen Mausen (vom 15. bis 17. 
Tag) prapariert. Kurz zusammengef a£t wurde f olgendermafien 
vorgegangen: Rindenneuronen wurden nach Zerreiben im MEM-Medi- 
um mit 20% Pferdeserum, 25 mM Glucose und 2 mM L-Glutamin 

15 erhalten. Danach folgte eine 30miniitige Spaltung in 0,025% 
Trypsin/Kochsalzlosung. Die Zellen wurden in Platten mit 24 
Vertiefungen, die mit Polyornithin beschichtet waren, aus- 
plattiert. Nach vier Tagen wurden die Zellen fiir weitere vier 
Tage zur Hemmung der Proliferation nicht-neuronaler Zellen mit 

* 

20 Citosin-Arabinosid (5 fiM) behandelt. Danach wurden die Zell- 
kulturen in MEM, 10% Pferdeserum, 5% fotalem Rinderserum, 25 
mM Glucose und 2 mM L-Glutamin bei 37°C- in einem angef euchteten 
C0 2 -lnkubator (8%) gehalten. Die Neuronen wurden mindestens 8 
Tage vor der experimentellen Verwendung in Kultur reifen ge- 

25 lassen. Der Anteil von Gliazellen in den Kulturen lag unter 

10% (abgeschatzt mittels eines Antikorpers gegen *glial-f ibri- 
lary-acidic protein" { GFAP ) . 

(F) Sauerstof f /Glucose-Entzuq in vitro: Ein kombinierter Sau- 
30 erstof f /Glucose-Entzug wurde durchgefuhrt . Das Kulturmedium 
wurde gegen MEM, 1% Pferdeserum und 2 mM L-Glutamin ausge- 
tauscht. Die Kulturen wurden 6 Stunden bei 37°C und 100% Feuch- 
tigkeit in einer anaeroben Kammer gehalten, die das Gasgemisch 
5%H 2 /85%N 2 /5%C0 2 enthielt. Der kombinierte Sauerstof f /Glucose- 
35 Entzug wurde durch Entfernung der Kulturen aus der Kammer und 
Zugabe von Pferdeserum, fotalem Rinderserum und Glucose bis zu 
einer Endkonzentration von 10%, 5% bzw. 25 mM beendet. Die 
Kulturen wurden dann bei 37°C fur weitere 3, 18 oder 24 Stunden 
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in einem befeuchteten Inkubator inkubiert, der 8% C0 2 und 
atmospharischen Sauerstoff enthielt. Humanes IgG 1; CD95-Fc und 
TNF-R2-FC (jeweils 20/M) wurden 5 min vor der Induktion von 
OGD zu dem Kulturmedium gegeben. Der Prozentsatz an Zelltod 
5 wurde mittels des tt Trypanblau-AusschluS"-Verf ahrens bestimmt 
und als % spezifischer Zelltod angegeben. Dieser wurde folgen- 
dermaSen berechnet: 

% spezifischer Zelltod = (bestimmter - spontaner Zelltod X 100 
10 (100 - spontaner Zelltod) 

Der spontane Zelltod betrug 12% ± 0,9 fur Neuronen der tnf-oc 
"knockout "-Mause, 10% ± 0,73 fur Neuronen von gld-Mausen und 
15% ± 0,87 fur Neuronen von C57BL/6 Wildtypmausen. Alle Daten 
15 sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3) angegeben. 

(F) Motorische Koordination: 12 bis 16 Wochen alte mannliche 
C57BL/6 Mause wurden auf einen fixierten horizontalen Holzstab 
oder Plexiglasstab gesetzt und die Zeit, in der das Tier auf 
20 dem Stab blieb, wurde gemessen. Fur die Experimente mit dem 
sich drehenden Stab wurde die Maus auf eine mit feinem Splitt 
beschichtete Plastikrolle gesetzt, die innerhalb von 5 min. 
von , 4 auf 40 UpM beschleunigt wurde. Die Haltezeiten wurden 
innerhalb eines Zeitraums bis zu 180 sec auf gezeichnet . 

25 
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Tabelle 1 

Physiologische Variable vor, wahrend und nach MCA-VerschluS 





in Wildtyp (C57BL/6)-, 


rjld- t-Tif 
yxu / uui 


linH rrl A / ^ " 


"» — Man eon 


5 




■ 

Tier 


vor 


wfihrend 


nach 




MABP (mmHg) 


Wildtyp 


95±8 


93110 


95±12 






gld 




Q C4-0 


ft c io 

y 5±8 






tnf ' 


77 , 5±6 


72±9 


105±5 






ald/tnf ' 


7 5±4 


82±13 


84±12 


10 


Arterieller 


pH Wildtyp 


7, 22±0, 05 


7,17±0,04 


7, 2±0, 02 






gld 


7, 3+0, 07 


7 , 22+0 , 09 


7 , 23+0 , 02 




• 


tnf-/- 


7,25±0, 04 


7,25±0,06 


7, 21±0, 01 




• 


ald/tnf"'- 


7 16+0 07 


7 14+0 11 


7 11+0 OR 




Arterieller 










15 


PaC0 2 


Wildtyp 


53 , 9±5 


58, 4+4 


44, 5±3 




(Torr) 


gld 


48 , 7+5 


51 , 4+11 


49 , 9±1 




i 


tnf ' 


54, 4±1 


47,2±1 


53 , 6±1 






qld/tnf"'- 


64 , 3±7 


59. 5±7 


57 . 8±9 




Arterieller 










20 


Pa0 2 


Wildtyp 


152126 


82±6 


124111 




(Torr) 


gld 


158±21 


96±18 


8616 






tnf-/- 


118114 


12 6±14 


98±6 






ald/tnf ' 


10318 


84±10 


11516 




Hematocrit 


Wildtyp 


3 5±5 


45±1 


39±4 






gld 






-J OjlQ 






tnf'-/- 


4111 


4612 


4211 






ald/tnf"'- 


4016 


3918 


3518 




Blutglucose 


Wildtyp 


206117 


225117 


217127 




(mg/dl) 


gld 


153123 


170121 


133121 


30 




tnf-/- 


182116 


242144 


231125 






ald/tnf-' - 


216150 


171143 


187155 



MABP: mittlerer arterieller Blutdruck; Blutgase (pH, PaC0 2 und 
Pa0 2 ) und Blutglucose wurden 15 rain vor, 1 Stunde nach Beginn 
35 und 30 min nach Beendigung des MCA-Verschlusses gemessen. Die 
Daten sind als Mittelwerte ± Standardabweichung (alle Gruppen, 
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n=4) angegeben. Die Signif ikanz wurde durch Vergleich der gld- 
, tnf~'~- und gld/tnf'-Mause mit Wildtyp-Mausen mittels des 
Student t-Tests (P<0,05) gemessen. 

Beispiel 2: CD95L und TNF fSrdern synergistisch den Zelltod 

nach Hirn-Xschamie 

Zur Untersuchung der Rolle von TNF und CD95L und ihrer mogli- 
chen Interaktion bei den Schaden durch Ischamie im Gehirn 
wurden Mause, die eine gezielte Disruption des tnf-Gens tnf~'~ 
trugen, Mause mit einem mutierten CD95L mit der blockierten 
Fahigkeit zur erf olgreichen Interaktion mit CD95 (gld) , Mause 
mit einem mutierten CD95L und defizient fttr TNF (gld/tnf w ") 
und Wildtypmause (WT) , die alle einen C57BL/6 Hintergrund 
aufwiesen, verwendet. tnf~'~- und gld-Mause zeigten keine Ent- 
wicklungsanomalien und nur spezifische Defekte hinsichtlich 
Immunantworten . gld/tnf " /_ -Mause zeigten keine strukturellen 
oder morphologische Anomalien und die mittels u Nissl"-Farbung 
der koronalen Kryostat-Schnitte bestimmte Gehirnanatomie er- 
schien normal. WT-,.gld-, tnf" /- - und gld/ tnf _/ "-Mause wurden 
einem 90min\itigen MCA-VerschluS unterworfen und der vor, wah- 
rend und nach dem MCA-VerschluS gemessene Glucosegehalt 
schwankte nicht signif ikant zwischen den einzelnen Tiergruppen 
(siehe Tabelle 1) . Das von Wildtyptieren gezeigte mittlere 
Infaktvolumen war in guter Ubereinstimmung mit dem bei anderen 
Gruppen in ahnlichen Experimenten erhaltenen. Daten von Mau~ 
sen, die keine ischamische Lasion zeigten, oder von Mausen, 
die vor Beendigung des Beobachtungszeitraums starben (41% 
Wildtyp-, 29% gld- und 17% tnf * /_ -Mause; Figur la) , wurden 
nicht in die Analysen des Infarktvo lumens miteinbezogen. 
In gld- und tnf ^"-Mausen war das Inf arktvolumen im Vergleich 
zu Wildtypmausen signif ikant urn etwa 54% bzw. 67% verringert 
(23,2314,97 mm 3 , n=8 und 16,44±7,24 mm 3 , n=7 gegenuber 
50,11±8,38 mm 3 , n=9; fur beide P<0,01; Fig. lb) . Uberraschender- 
weise war der neuronale Schutz bei Fehlen von sowohl CD95L und 
TNF sehr stark verbessert. gld/ tnf ~ /_ -Mause zeigten ein mitt- 
leres Inf arktvolumen, das im Vergleich zu Wildtypmausen signi- 
fikant geringer war (3,97±1,52 mm 3 , n=8 bzw. 50,11±8,38 mm 3 , 
' n=9; P<0,0001; Fig. lb). 
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Die regionale Inf arktverteilung in der coronalen Ebene wurde 
mittels der Durchschnittsermittlung der Inf arktbereiche (coro- 
naler Schnitt bei Bregma -2,3 mm) analysiert. Die erhaltene 
Haufigkeitsdichte-Karte zeigt eine relative Aussparung des 
motorischen und somatosensorischen Cortex und des Striatums in 
gld-Mausen und eine relative Aussparung des gesamten angren- 
zenden Neocortex, des Striatums und des Thalamus in tnf~ /_ - 
Mausen (Fig. lc) . In gld/tnf ""'"-Mausen waren das Striatum, der 
Cortex und der Thalamus durch den ischamischen Insult nicht 
betroffen und der Schaden blieb hauptsachlich auf den Hippo- 
campus beschrankt (Fig. lc) . 

CD95L und TNF werden in Neuronen der ischamischen Penumbra 
exprimiert. Urn zu untersuchen, ob sie auf derselben Zelle 
lokalisiert sind, wurde die Expression von CD95L und TNF in 
Hirnschnitten von Tieren, bei denen ein 90minutiger MCA-Ver- 
schlufi und eine 24stiindige Reperfusion durchgefiihrt worden 
waren, mittels Doppel-Immunf luoreszenz analysiert. In der 
ischamischen Penumbra war TNF auf CD95L exprimierenden Zellen 
lokalisiert (Fig. 2). Somit k6nnten TNF und CD95L ihre Ex- 
pression gegenseitig erhohen. 

Beispiel 3: CD95L und TNF fordern den neuronalen Tod und Ent- 

ztmdungen 

Urn den der Forderung der ischamischen Hirnschadigung durch 
CD95L und TNF zugrunde liegenden Mechanismus naher untersuchen 
zu konnen, wurde das in vitro-Modell des Sauerstoff /Glucose- 
Entzugs (OGD) verwendet. OGD in primaren neuronalen Kulturen 
stellt ein ubliches in vitro-Modell fur die Untersuchung von 
fruhen Mechanismen bei Schadigungen durch einen vaskularen 
Schlaganfall in einem System dar, das ausschliefilich aus Neu- 
ronen besteht. Von Wildtyp-, gld-, tnf^- und gld/ tnf'^-Mausen 
erhaltene primare corticale Neuronen wurden einem 6stundigen 
OGD und fur 3, 18 bzw. 24 Stunden einer Reperfusion unterwor- 
fen. tnf" /_ -Neuronen waren im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen 
gegenuber einer OGD/Reperfusion induzierten Schadigung im 
wesentlichen resistent; nur etwa 10% der tnf ^"-Neuronen star- 
ben nach OGD/Reperfusion, wahrend bis zu 47% der WT-Neuronen 
starben (Fig. 3a). Zu jedem untersuchten Zeitpunkt war das 
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Ausma£ des spezifischen Zelltods der gld-Neuronen etwa 20% 
geringer im Vergleich zu WT-Neuronen (Fig. 3a) . Von gld/tnf~'"- 
Mausen stammende neuronale Zellen konnten in Kultur nicht 
geziichtet werden, was vermutlich durch die spezifische in 
vitro-Situation bedingt war. 

tnf" /_ - und gld-Mause zeigten eine normale Entwicklung und 
Anatomie des Gehirns. Dieser of f ensichtlich normale "Cerebral- 
Phanotyp" konnte auf dem Vorhandensein eines kompensatorischen 
. Mechanismus beruhen, der einen unspezif ischen Schutz gegen 
Gehirn-Ischamie liefert. Urn diese Moglichkeit ausschliefien zii 
konnen, wurden 15 min vor der Induktion des OGD WT-Neuronen 
mit CD95-FC- und TNF-R2-Fc-Proteinen behandelt. Nach 6 Stunden 
OGD und 18 Stunden Reperfusion verringerte der Entzug entweder 
von CD95L oder TNF-ot die Neurotoxizitat der Kulturen urn 25% 
bzw. 39% im Vergleich zu mit IgG x ( Immunglobulin GJ behandel- 
ten Kontrollen (Fig. 3b) . Somit kann die Hemmung der Aktivitat 
von TNF und CD95L den OGD/Reperfusion-induzierten neuronalen 
Tod spezifisch blockieren. 

In der in vivo-Situation setzen kurz nach Verringerung des 
cerebralen Blutflusses Zytokinproduktion und molekulare adha- 
sive Ereignisse ein. Der von dem ischamischen Parenchym produ- 
zierte TNF ist an der endothelialen Zellexpression von zellu- 
laren adhasiven Molekiilen beteiligt, beispielsweise des inter- 

zellularen "adhesion molecule-l w (ICAM-1) , des vascularen 

» 

"cell adhesion molecule-1" (VCAM-1) und des u endothelial-leu- 
kocyte adhesion molecule-l ,; (E-selectin) . Adhasionsmolekule 
erleichtern die Rekrutierung von an Entzundungsprozessen be- 
teiligten Zellen zu der ischamischen Lasion. Fur CD95L wurden 
in Tumoren ahnliche chemotaktische Eigenschaf ten beschrieben. 
Nach diesen Befunden stellte sich die Frage, ob zusatzlich zu 
der den Zelltod fordernden Rolle von CD95L und TNF im AnschluS 
an eine Ischamie diese beiden Molekule auch durch Rekrutierung 
von an Entzundungsprozessen beteiligten Zellen an der ischa- 
mischen Schadigung beteiligt sind. Zur Beantwortung dieser 
Frage wurden in Gehirnschnitten von Wildtyp-,. gld-, tnf _/ ~- und 
gld/tnf "'"-Mausen ( n jeweils = 3), die einer fokalen Ischamie 
(90 min MCA-VerschluS und 24 Stunden Reperfusion) unterworfen 
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worden waren, die Gegenwart von inf iltrierenden Granulozyten 
und inf iltrierenden Lymphozyten mittels Autoimmunradiographie 
analysiert. Kontrollf arbungen ohne den ersten Antikorper oder 
von Gehirnschnitten von scheinoperierten Tieren waren negativ. 
Die quantitative Analyse von Autoradiogrammen ergab ein abneh- 
mendes AusmaS der Granulozyten-Inf iltration in gld-, tnf" /_ - 
und gld/ tnf '-Mausen (vom hochsten bis zum niedrigsten Infil- 
trationsgrad angeordnet) , die im Einklang mit dern AusmaS der 
Gehirnschadigung stand (Fig. 4). Das Ausmafi der Lymphozyten- 
Infiltration war in WT- und gld/tnf-^-Mausen vergleichbar und 
etwas erhSht im Vergleich zu gld- und tnf'-Mausen (Fig. 4). 
Diese Daten deuten auf eine synergistische chemotaktische 
Wirkung von TNF und CD95L in Richtung Granulozyten im Anschlufi 
an Ischamie. 

Beispiel 4: Die Behandlung mit anti-TNF- und anti-CD95L-Anti- 
kttrpern verringert die ischamischen Schadigungen 

Urn die Erkenntnisse aus den genetisch veranderten Tieren in 
die Praxis umzusetzen, wurden im AnschluS an eine fokale 
Ischamie in vivo TNF und CD95L neutralisiert . In WT-Mausen 
induzierte eine Injektion von anti-TNF- und anti-CD95L-Anti- 
korpern i.v. (jeweils 50 ^g) 15 min nach MCA-VerschluS eine 
etwa 60%ige Verringerung des Inf arktvolumens im Vergleich zu 
. unbehandelten Tieren (18,04±4,87 mm 3 , n=8, in behandelten 
Mausen versus 50,11±8,38 mm 3 , n=9, P<0,01; Fig. 5a) Die regio- 
nale Inf arktvertei lung in der coronal en Ebene wurde durch die 
Ermittlung des Durchschnitts der Infarktzonen (coronaler 
Schnitt bei Bregma -2,3 mm) bestimmt. Die erhaltene Haufig- 
keitsdichte-Karte zeigt eine fast ausschlieEliche Beteiligung 
des Hippocampus und des piriformen Cortex in der ischamischen 
Lasion von behandelten Tieren ( "stroke-tr" ; Fig. 5b). In be- 
handelten Tieren waren auch entziindliche Infiltrate kaum nach- 

weisbar (Fig. 5c) . 1 
Die Funktionalitat der geretteten Neuronen wurde durch Tests 
hinsichtlich der motorischen Koordination von behandelten 
Mausen nach drei Tagen Reperfusion untersucht. Dazu wurden 15 
min und 24 Stunden nach MCA-VerschluE anti-TNF- und anti- 
CD95L-Antik6rper (jeweils 50 (ig) i.p. injiziert. Alle unbe- 
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handelten, einer fokalen Ischamie unterworf enen Tiere starben 
vor Beendigung dieses Zeitraums ( u stroke-utr" ; n=5) , wahrend 
die Mortalitat in der behandelten Gruppe ( "stroke-tr" ; n=10) 
nur 30% betrug (Fig. 6a) . Sechs scheinoperierte unbehandelte 
Tiere ("so-utr") und ftinf behandelte Mause, bei denen ein 
90minutiger MCA-VerschluS und eine dreitagige Reperfusion 
durchgefuhrt worden waren , wurden auf einem rotierenden Stab 
und stationaren Staben getestet. Das von den ischamischen 
behandelten Tieren gezeigte Haltevermogen auf dem rotierenden 
Stab unterschied sich nicht signifikant von dem der schein- 
operierten Tiere (Fig. 6b/c) . Die motorische Koordination auf 
stationaren Staben verlief zu diesen Ergebnissen parallel. Die 
Auf rechterhaltung der die Achse betreffenden Balance war in 
w so-utr"- und "stroke-utr" -Tieren vergleichbar . Sogar Tiere 
mit einer geringen Haltezeit auf dem rotierenden Stab zeigten 
dann, wenn sie zum ersten Mai in Wasser gebracht wurden, eine 
unbeeintrachtigte die Achse betreffende Balance. 



WO 01/41803 PCT/DE00/04371 

22 

Patentanspruche 

1. Arzneimittel, eine oder mehrere Verbindungen enthaltend, 
welche die biologische Wirkung von TNF-a und CD95L hem- 
men 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, wobei die Verbindungen ein 

^ 

neutralisierender anti-TNF-oc-Antikorper und ein neutrali- 
sierender anti-CD95L-Antikorper oder Fragmente davon 
sind. 

3. Arzneimittel nach Anspruch 2, wobei der Antikorper ein 
monoclonaler Antik6rper oder ein Fragment davon ist- 

■ 

4. Arzneimittel nach Anspruch 3, wobei der monoclonale Anti- 
korper ein aus einem Tier stammender Antikorper, ein 
humanisierter Antikorper oder ein chimSrer Antikorper 
oder ein Fragment davon ist. 

5. Arzneimittel nach Anspruch 1, wobei die Verbindungen (a) 
ein TNF-a-Antagonist und ein CD95L- Antagonist , (b) ein 
loslicher TNF-oc-Rezeptor und ein loslicher CD95-Rezeptor 
oder Teile davon oder (c) Gemische aus einer oder beiden 
Verbindungen aus (a) und (b) sind. 

6. Arzneimittel nach einem der Anspruche 1 bis 5, ferner ein 
thrombolytisches Mittel enthaltend. 

7 . Verwendung der in den Anspriichen 1 bis 6 def inierten 
Verbindung (en) zur Prevention oder Behandlung eines 
Schlaganfalls, Herzinfarkts oder einer degenerativen 
Erkrankung, insbesondere Alzheimer , Parkinson und Riicken- 
mark-Trauma . 
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I — 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2 p Da fOr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

I — I zusatziiche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert 



3. p \ Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fOr die GebOhren entrichtet worden sind, namiich auf die 
Anspruche Nr. 



I — I 

4. | Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet Der internationaie Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fa3t 



Bemerkungen hlnslchttich eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

| [ Die Zahlung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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